肿瘤的复发与转移是肿瘤治疗失败的主要原因，能准确发现肿瘤的微卫星灶，并将治疗药物靶向作用于肿瘤部位，是治疗肿瘤直接而有效的途径。近来研究^\[[@b1]\]^发现干细胞具有向肿瘤定向迁移的特性，利用干细胞为载体携带治疗基因或药物靶向治疗肿瘤可能是肿瘤治疗的新突破。人骨髓来源的间充质细胞（human bone marrow mesenchymal stem cells, hBMSCs）具有在不同的诱导条件下向内胚层、中胚层和外胚层的所有类型细胞分化的潜能^\[[@b2]\]^，而且取材方便、体外分离与增殖技术成熟等特点，在干细胞移植和基因治疗中颇受青睐^\[[@b3],\ [@b4]\]^。

白细胞介素-24（interleukin-24, IL-24）又称黑色素瘤分化相关基因-7（melanoma differentiation associated gene 7, MDA-7）是又一个既能抑制肿瘤细胞生长和血管形成并诱导凋亡，同时又能刺激免疫细胞表达细胞因子的新型抑癌基因^\[[@b5],\ [@b6]\]^。选择性清除肿瘤细胞，而不损伤正常细胞，是最广泛的"靶向"概念。肿瘤基因治疗成功的关键在于有效基因载体的选择，可以携带治疗因子释放到相应的靶器官而发挥生物学效应。

实验基于以上研究背景，通过多位点Gateway技术^\[[@b7]\]^构建了携带*IL-24*基因的慢病毒表达载体pLVpuro/EF1-IL-24-IRES-EGFP，将其包装成慢病毒，转导入hBMSCs，使用嘌呤霉素进行筛选纯化，以获得过表达外源基因*IL-24*及报告基因*EGFP*的绿色荧光细胞，利用*EGFP*基因实现目的基因在体内外表达的示踪定位，为下一步开展基因治疗相关研究奠定基础。

1. 材料与方法 {#s1}
=============

1.1. 材料 {#s1-1}
---------

带启动子的入门克隆pUp-EF1α、带报告基因的入门克隆pTail-IRES-EGFP、目的载体pDEST-puromycin、入门载体pDONR^TM^221、ViraPower^TM^ Lentiviral Packaging Mix、BP Clonase^TM^Ⅱ和LR Clonase^TM^Ⅱ、Lipofectamine^TM^2000、OneShot^®^ Stbl3 Chemically Competent E. coli、239FT细胞株、CD分子单抗（CD29-APC、CD90-PE、CD34-FITC、CD45- FITC）均购自美国Invitrogen公司，hBMSCs由中山大学干细胞中心提供，CDS克隆（含*IL-24*基因）由中山大学干细胞中心项鹏教授馈赠，重组人IL-24 ELISA试剂盒购自美国RD公司，胎牛血清及L-DMEM均购自Gibco公司。

1.2. 实验方法 {#s1-2}
-------------

### 1.2.1. 入门克隆pDown-IL-24的构建和鉴定 {#s1-2-1}

引物设计：根据Genebank中*IL-24*基因（NM_006850）的cDNA序列，设计IL-24引物序列为：Forward: 5'-GGGG ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATCGATGGATGAATTTTCAACAGAGGCTG-3'; Reverse: 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACGGGATCCTCAGAGCTTGT AGA ATTTC-3'。PCR扩增：在上述引物的作用下，以IL-24的cDNA为模板进行扩增，电泳检测PCR产物，切胶回收纯化目的条带。BP重组反应：用侧翼含attB位点的PCR产物与入门载体pDONR^TM^221进行重组反应。取2 μL反应产物转化50 μL Stbl3感受态细胞。细胞涂布于含有50 mg/L卡那霉素的LB平板，37 ℃过夜培养。鉴定：从平板挑单克隆接种于LB液体培养液中，37 ℃、220 r/min振摇过夜培养，菌液行PCR扩增验证，挑取构建正确的菌落培养过夜，提取质粒DNA，测序验证。

### 1.2.2. 表达克隆pLVpuro/EF1α-IL-24-IRES-EGFP的构建和鉴定 {#s1-2-2}

将入门克隆pUp-EF1α、pDown-IL-24和pTail-IRES-EGFP与目的载体pDEST-puromycin在LR重组反应酶作用下重组，取2 μL重组反应液转化50 μL Stbl3感受态细胞，氨卞西林LB培养平板筛选阳性重组克隆并扩增，菌液行PCR扩增验证，挑取构建正确的菌落培养过夜，提取质粒DNA，测序验证。

### 1.2.3. 慢病毒的包装和浓缩 {#s1-2-3}

将慢病毒包装质粒ViraPower^TM^ Lentiviral Packaging Mix和载体质粒pLVpuro/EF1α-IL-24-IRES-EGFP以1:1的摩尔比例混合, 在Lipofectamine^TM^ 2000的作用下共转染293FT细胞，置于37 ℃、5%CO~2~的培养箱中培养。12h后换液，加入新鲜293FT细胞培养液。72h后观察有强绿色荧光及细胞融合现象时收集培养上清，4 ℃、4, 500 r/min离心15 min，将病毒上清液用0.45 μm滤膜过滤以去除细胞碎片，4 ℃、50, 000g高速离心90 min。用RNase-free L-DMEM悬浮病毒颗粒沉淀，标记LV-IL-24，-80 ℃冻存备用。同法构建只含EGFP的空病毒，标记LV-EGFP。

### 1.2.4. 慢病毒的滴度测定 {#s1-2-4}

接种293FT细胞于6孔板，每孔接种2×10^5^个细胞，37 ℃培养过夜; 第2天，将慢病毒溶液用无血清DMEM（不含抗生素）按1×10^-2^、1×10^-3^、1×10^-4^、1×10^-5^、1×10^-6^、1×10^-7^进行系列稀释，将其分别加入到相应的孔中，加入聚酰胺（Polybrene）终浓度至6 mg/L，置37 ℃、5%CO~2~培养箱培养。12 h后全量换液，加入新鲜的293FT培养液。第4天观察荧光表达情况，荧光细胞数随稀释倍数增加而减少，计数出表达荧光的细胞个数，将得到的数值乘以相应的稀释倍数就得到病毒原液的滴度数。

### 1.2.5. hBMSCs培养及鉴定 {#s1-2-5}

常规复苏冻存的hBMSCs，用含10%胎牛血清的L-DMEM培养液，置于置37 ℃、5%CO~2~的培养箱培养，每2-3天常规换液。待细胞长至80%-90%融合时，用0.25%胰蛋白酶消化传代，传代后约1周左右达90%融合。免疫组化及流式细胞术鉴定细胞表面标志物CD29、CD90、CD34和CD45。

### 1.2.6. 慢病毒转导hBMSCs及纯化 {#s1-2-6}

用慢病毒LV-IL-24及LV-EGFP进行转导传代后状态较好的hBMSCs，设单纯hBMSCs为对照。分别加入病毒悬液20 μL和Polybrene（终浓度6 mg/L），置37 ℃、5%CO~2~的培养箱中培养。12 h后去除含病毒的培养液，换为L-DMEM培养液。连续感染3次后用L-DMEM培养液继续培养。转导后为了得到纯化的感染细胞群，在转导后第7天开始使用1 mg/L-5 mg/L嘌呤霉素进行筛选，筛选时间为7 d-10 d。纯化后转入*IL-24*基因的hBMSCs标记为hBMSCs-IL-24;转入*EGFP*基因的hBMSCs标记为hBMSCs-EGFP。

### 1.2.7. 转导纯化后的hBMSCs的鉴定分析 {#s1-2-7}

实时荧光定量PCR（quantitative PCR, qPCR）检测：收集hBMSCs-IL-24组、hBMSCs-EGFP组及对照组hBMSCs细胞，提取各组RNA，反转录cDNA，然后以cDNA为模板，行qPCR检测各组中IL-24 mRNA的表达水平。ELISA检测：收集hBMSCs-IL-24组、hBMSCs-EGFP组及对照组hBMSCs细胞培养液上清，根据重组人IL-24 ELISA试剂盒操作说明检测各组细胞的IL-24蛋白浓度水平。

1.3. 统计学分析 {#s1-3}
---------------

采用SPSS 13.0统计学软件对IL-24评分结果进行单因素方差分析（*one-way* *ANOVA*），*P* \< 0.05为差异有统计学意义。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. 入门克隆pDown-IL-24的鉴定 {#s2-1}
------------------------------

经BP重组反应，挑选两个入门克隆阳性菌落，质粒PCR扩增片段大小在600 bp-700 bp之间，与*IL-24*基因理论值一致（621 bp），见[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}。挑取构建正确的菌落培养过夜后提取质粒DNA，经测序鉴定目的基因序列与数据库的*IL-24*基因序列吻合，表明成功构建入门克隆（pDown-IL-24）。

![入门克隆PCR鉴定结果\
PCR identification results of entry clone](zgfazz-16-1-7-1){#Figure1}

2.2. 表达克隆pLVpuro/EF1α-IL-24-IRES-EGFP的构建和鉴定 {#s2-2}
-----------------------------------------------------

经LR重组得到了表达克隆阳性菌落，提取克隆提取质粒行PCR扩增出目的片段包括表达基因*IL-24*（621 bp）、启动子EF1α（1, 264 bp）和报告基因*EGFP*（750 bp），结果与基因片段大小相符（[图 2](#Figure2){ref-type="fig"}）。

![表达克隆PCR鉴定结果\
PCR identification results of expression cloning](zgfazz-16-1-7-2){#Figure2}

2.3. 慢病毒的包装与浓缩 {#s2-3}
-----------------------

慢病毒载体共同转染293FT细胞72 h后，在荧光显微镜下观察，转*IL-24*基因组及空病毒载体组均可见大量强绿色荧光，证实质粒转染入293FT细胞，细胞部分融合，可见多核复合体出现（[图 3](#Figure3){ref-type="fig"}）。收集病毒上清液高速离心后，用100 μL RNase-free L-DMEM分别溶解病毒颗粒。

![转染72 h的293FT细胞绿色荧光\
The green fluorescent of 293 FT cells after transfection for 72 h](zgfazz-16-1-7-3){#Figure3}

2.4. 慢病毒的滴度测定 {#s2-4}
---------------------

将病毒原液（LV-IL-24）从1×10^-2^到1×10^-7^梯度稀释后，感染293FT细胞2 d后，可见1×10^-2^到1×10^-5^孔均出现大量阳性细胞，而1×10^-6^到1×10^-7^孔阳性细胞数分别为45个和10个，根据公式病毒滴度=阳性细胞数×病毒上清稀释倍数，取1×10^-6^到1×10^-7^孔两孔平均值得出LV-IL-24病毒滴度为：7.25×10^7^ PFU/mL; 同法测空病毒（LV-EGFP）滴度为8.12×10^7^ PFU/mL。

2.5. hBMSCs培养及鉴定 {#s2-5}
---------------------

常规复苏hBMSCs后约7 d到达90%融合，细胞的排列呈典型的漩涡样，单个细胞呈典型纺锤型。经1:3比例传代之后，细胞经3 d-4 d培养可以达到融合90%以上并适于再次传代。流式细胞术分析结果显示：hBMSCs均一性可达95%以上，hBMSCs高表达CD29、CD90，不表达DCD34、CD4（[图 4](#Figure4){ref-type="fig"}）。

![人骨髓间充质干细胞（human bone marrow mesenchymal stem cells, hBMSCs）表面抗原标志\
Surface antigen mark of hBMSCs](zgfazz-16-1-7-4){#Figure4}

2.6. 慢病毒载体转导纯化后hBMSCs绿色荧光观察 {#s2-6}
-------------------------------------------

慢病毒（LV-IL-24, LV-EGFP）转染hBMSCs 72 h后，荧光显微镜下观察到部分细胞表达绿色荧光。7 d后，镜下可见绿色荧光细胞明显增多，此时开始加入嘌呤霉素进行筛选，维持时间为7 d-10 d，期间细胞常规传代，筛选结束后，即可得到携带慢病毒载体的绿色荧光细胞群（[图 5](#Figure5){ref-type="fig"}）。

![慢病毒转导纯化后hBMSCs的绿色荧光表达情况\
The green fluorescent after lentivirus transducs hBMSCs](zgfazz-16-1-7-5){#Figure5}

2.7. 转导纯化后的hBMSCs的鉴定分析 {#s2-7}
---------------------------------

qPCR检测结果：hBMSCs组与hBMSCs-EGFP组可检测到IL-24 mRNA少量表达，而hBMSCs-IL-24组可检测到IL-24 mRNA明显表达（*P* \< 0.05）（[图 6](#Figure6){ref-type="fig"}）。ELISA检测结果：hBMSCs组与hBMSCs-EGFP组中几乎检测不到IL-24的浓度水平，hBMSCs-IL-24组中IL-24的浓度可到达40 μg/L，表明*IL-24*基因成功转入到hBMSCs中。

![qPCR检测IL-24 mRNA表达。^\*^: *P* \< 0.05\
Expression of IL-24 mRNA detected by qPCR. ^\*^: *P* \< 0.05](zgfazz-16-1-7-6){#Figure6}

3. 讨论 {#s3}
=======

hBMSCs是具有多向分化潜能的干细胞，在体外能贴壁培养和大量扩增，hBMSCs属成体干细胞，不仅可以向中胚层分化，在特定条件下，还能实现跨系统分化^\[[@b8],\ [@b9]\]^，其植入体内无免疫排斥反应，并且能广泛迁移，易于组织整合而发挥功能，都提示其在基因治疗中可能成为非常有价值的运载细胞^\[[@b10]-[@b12]\]^。而且多项研究^\[[@b1],\ [@b13]\]^表明，hBMSCs在体内有向肿瘤微环境趋向转移的特性。将hBMSCs作为细胞载体开展肿瘤的基因治疗是目前研究的热点之一。

慢病毒属于逆转录病毒的一种^\[[@b14]\]^，可以高效感染处于分裂期和非分裂期的细胞; 借助慢病毒可将其携带的外源基因高效整合进宿主细胞基因组中，外源基因可在细胞内长期稳定表达。应用Gateway技术构建慢病毒载体已得到广泛应用^\[[@b15]\]^，明显简化了基因克隆和亚克隆的步骤，避免了假阳性的出现，使基因克隆更加方便易行。

hBMSCs具有取材方便、体外易培养、强大的迁移能力及高效安全的外源基因表达能力等优点，故被认为是组织工程和基因工程理想的靶细胞^\[[@b16],\ [@b17]\]^。选择构建以慢病毒为载体的表达系统，对于较难转染的干细胞，能明显提高目的基因转导效率，该载体可以将外源基因有效地整合到宿主染色体上，从而达到持久性表达^\[[@b18]\]^。本实验利用Gateway技术成功构建了慢病毒表达载体（pLVpuro/EF1α-IL-24-IRES-EGFP），将其包装成慢病毒，同时将携带有目的基因的慢病毒成功转导hBMSCs，编码出来的绿色荧光蛋白和目的基因蛋白不是融合蛋白，而是各具独立空间结构和生理活性，有利于目的基因蛋白的表达鉴定及定位追踪^\[[@b19]\]^，同时为利用干细胞作为细胞载体携带治疗基因或药物靶向治疗肿瘤提供新的理论依据。
